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(54)Titie: C-PEPTIDE SPECIFIC ASSAY PROCEDURE 

(54) litre: PROCEDE DE DOSAGE SPECIFIQUE DU C-PEPTIDE 

(57) Abstract 

The invention concerns a C-peptide specific assay procedure eliminating any interference due to proinsulin and its intermediates, in 
particular des-31,32 proinsulin and/or des-64,65 proinsulin. The invention also concerns antibodies for implementing said assay. 

(57) Abr^^ 

La pr^sente invention conceme un proc6d6 de dosage sp6cifique du C-peptide, qui permel d'tfliminer toute interference due a la 
proinsuline et ses intermfidiaiics, notamment k la des-31.32-proinsuIine et/ou k la des-64,65-proinsuline. Elle conceme 6galement des 
anticorps qui pemiettent de mettre en oeuvre ce dosage. 
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Precede de dosage specifique du C-Peptide 



PCT/FR98/01253 



La presente invention conceme un procede de dosage sp6cifique du 
C-peptide, qui permet d'eliminer toute interference due a la proinsuline et a 
ses intermediaires. notamment a la des-31,32-proinsuline et/ou a la des-64,65- 
pro-insuline. Elle conceme egalement des anticorps qui permettent de mettre 
en oeuvre ce dosage. 

Uinsuline est synthetisee par les cellules p des ilots de Langerhans a 
partir d'un precurseur. la proinsuline. La proinsuline subit Taction tfenzymes 
proteolytiques qui en detachent Tinsuline (masse moleculaire 5.800 Daltons) et 
le C-peptide (masse moleculaire 3.020 Daltons). Cette hydrolyse met en jeu 
deux types de proteases. Tune de type carboxypeptidase et Tautre de type 
endopeptidase. Le processus engendre des composes intermediaires tels que 
la spIit-32,33-proinsuline, la split-65,66-proinsuline. la des-31,32-proinsuline, 
et la des-64,65-proinsuline. qui avec la proinsuline intacte subsistent en 
faibles proportions (2^6 %) aux cotes de I'insuline et du C-peptide. 

Le rapport equimolaire tf insuline et de C-peptide au niveau portal rfest 
pas retrouve au niveau peripherique. Dans le sang veineux peripherique a 
Tetat basal, ii y a en moyenne 3 a 6 fois plus de C-peptide que d'insuline. Ce 
phenomene s'explique par les differences de metabolisme entre ces deux 
polypeptides. Pres de 50 % de Tinsuline est inaclivee au cours de la traversee 
hepatique. Les quantites restantes sont inactivees au niveau de ses 
recepteurs peripheriques presents notamment dans les tissus musculaires ou 
adipeux. Par centre, le C-peptide traverse presque librement le foie et, de ce 
fait, a une demi-vie plasmatique beaucoup plus longue que Tinsuline (30 
minutes pour le C-peptide et inferieure a 5 minutes pour Tinsuline). Le C- 
peptide ne possede aucune action biologique connue. Son role se limite au 
repliement de la molecule de proinsuline dans les cellules p du pancreas. II 
apparait dans le secteur vasculaire comme un simple residu. avant d'etre 
elimine sous fonne intacte par le rein. 

Le dosage plasmatique ou urinaire du C-peptide constitue done un 
moyen devaluation de Tinsulinosecretion beaucoup plus fiable que le dosage 
tf insuline. A noter que le dosage du C-peptide pemnet une estimation de la 
production dMnsuline endogen , meme lors de Tadministration ch z le patient 
tfinsuline exogene ou en presence rfanticorps anti-insuline qui ne permettent 
pas le dosage immunologique direct de Tinsuline. 
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Le dosage du C-peptide trouve en particulier son application dans le 
diagnostic diff^rentiel entre le diabete de type I et le diabete de type II, 
revaluation de la fonction pancreatique residuelle des cellules p, la detection 
et ia surveillance de la phase de remission du diabete de type I, le depistage 
des hypoglycemies factices provoquees par injection d'insuline, dans le 
diagnostic de rinsulinome et revaluation de la secretion d'insuline au cours 
des affections hepatiques. 

Le dosage du C-peptide est egalement utile pour etablir un pronostic de 
diabete pour le foetus lors de la surveillance de la grossesse chez les femmes 
diabetiques. Par ailleurs, la mesure du C-peptide est utilisee lors de la 
SLirweiiianee de la psncreatectornle iotale. 

Des precedes de dosages du C-peptide sont connus. La demande de 
brevet EP 227351 decrit Tutilisation d'un antiserum anti-C-peptide pour 
mesurer le C-peptide dans un dosage radioimmunologique par competition. 
Des anticorps monoclonaux anti-C-peptide utiles dans des tests 
radioimmunologiques sont egalement decrits par Angelo et al {Diabetes 
Research and Clinical Practice (1985) vol, suppi 1, p. 18-19), Comme dans le 
cas precedent, ces anticorps trouvent leur application' dans un immunodosage 
par competition. Par ailleurs. Madsen et al. (Endocrinology (1983) 1 13 n** 6 pp. 
2135-2144) ont decrit la production et la caracterisation d'anticorps 
monoclonaux specifiques de la proinsuline humaine. La demande EP 484961 
couvre un precede de detection et de dosage de type "sandwich" du C- 
peptide. Selon cette demande, ce proced§ peut etre realise en utilisant des 
anticorps monoclonaux ou polyclonaux et revaluation du C-peptide peut etre 
notamment realisee par la technique ELISA, par exemple. 

Le brevet CS 277597. publie le 17 mars 1993. decrit egalement des 
anticorps monoclonaux, utilises pour la detennination de la proinsuline ou du 
C-peptide. 

11 est egalement connu que la quasi-totalite des anticorps monoclonaux 
ou polyclonaux anti- C-peptide se lient plus ou moins de maniere aoisee avec 
la proinsuline et les fomnes intermediaires produites avant le clivage en 
insuline et C-peptide. En effet. les anticorps polyclonaux ou monoclonaux. 
produits a partir du C-peptide seul sont capables de reconnaitre le C-peptide 
dans la proinsuline et dans les fomries intermediaires produites avant le 
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clivage en insulin et C-peptide. du fait de la grande homologie entre C- 
peptide libra et C-peptide lie a Tinsuline qui fonne la proinsuline. 

Chez le sujet normal, les concentrations de C-peptide sont environ 50 
5 fois plus elevees que celles des proinsulines (environ 0.5-1.5 nM centre 5-25 
pM a jeun). Cependant, dans certains cas de DNID (diabete non- 
insulinodependant). chez les diabetiques de type I nouvellement decouverts 
ainsi que dans leur fratrie, au cours de Tinsulinome et dans les 
hyperproinsulinemies familiales, les concentrations plasmatiques des 
10 proinsulines sont augmentees et peuvent depasser 2000 pM. Dans ces 
situations, les principales formes presentes dans la circulation sanguine sont 
ia proinsuiTne intacte et la des-31,32-proinsuline. Les autres intermediaires ne 
sont presents dans la circulation sanguine qu'a des quantit6s infimes (Reaven 
et al, J. Clin. Endocrinol. Metabol. (1993), 1, pp. 44-48). 

15 

II est done important de mettre en oeuvre des precedes d'evaluation 
specifiques du C-peptide, qui permettent d'eliminer les interferences dues a la 
proinsuline intacte et ^ la des-31,32-proinsuline afin de rendre un resultat 
fiable dans toute situation physiopathologique. Dinesens et al ("First assay 

20 specific for intact human proinsuline", communication r6alisee i EASD'94 30th 
annual meeting - Dusseldorf 27 septembre - 1 octobre 1994) ont propose un 
dosage specifique de la proinsuline - sans interference due a Tinsuline - en 
utilisant deux anticorps specifiques des jonctions AC Gonction entre la chame 
A de rinsuline et le C-peptide) et BC (jonctlon entre la chaine B de Tinsuline et 

25 le C-peptide) de la proinsuline. Toutefois, ces auteurs n'ont pas propose un 
dosage specifique du C-peptide pemnettant d'eliminer les interferences dues 
aux proinsulines. 

L'utilisation d'anticorps specifiques pour eliminer des interferences dues , 
30 a la presence des substances biologiques apparent^es (« anticorps de 
masquage ») est deja decrit dans I'art anterieur. Par exemple, le brevet 
US 4 722 889 deait un precede de dosage specifique de la genadotrophine 
cherionique humaine (hCG) de type sandwich utilisant deux anticorps 
capables de reconnaitre egalement la thyreostimuline (TSH), la 
35 folliculostimuline (FSH) et la luteestimuline (LH). Pour eliminer les 
interferences dues a ces trois demieres homienes, un troisieme anticorps de 
masquage qui reconnait specifiquement Tepitope de I'unite p de la TSH, de la 
FSH et de la LH et qui a une affinite moindre pour TunitS p de la hCG est 
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utilise. De plus, quand Tantigene interferent est en exces. il y a saturation 
d'anticorps non specifique de la phase solide et done sous-evaluation de 
Tanticorps a doser. Par contre. il n'a jamais ete decrit dans Tart anterieur que 
pour obtenir un dosage specifique, il est possible d'utiliser un anticorps qui 
5 reconnait la substance a doser ainsi que le precurseur de cette substance 
considere comme interferent. Dans ce cas. il est possible d'envisager tous les 
types de dosage, pamni lesquels des dosages de type competitif. 

La Demanderesse a maintenant trouve un procede de dosage 
10 specifique du C-peptide. qui permet tfeliminer toute interference due a la des- 
31,32-proinsuline et/ou a la des-64.65-proinsuline. En effet. grace a rutilisation 
d anticorps speciftques de la proinsuiine intacie, de la des-31,32-projnsuline 
et/ou de la des-64,65-proinsuline, reconnaissant un epitope adjacent a 
I'epitope de Tanticorps anti-C-peptide, il est possible de proceder au dosage 
15 du C-peptide dans les milieux biologiques avec une grande specificite et une 
grande precision. 

L'invention conceme un proc6d§ de dosage du C-peptide dans lequel 
un echantillon susceptible de contenir le C-peptide est mis en contact avec un 
20 ou plusieurs anticorps anti-C-peptide et 

- soit un anticorps anti-proinsuline specifique de la proinsuiine 
intacte et de la des-31 ,32-proinsuline, reconnaissant un epitope soit adjacent, 
soit chevauchant, a l'§pitope de . Tanticorps anti-C-peptide genant ainsi la 
fixation de I'anticorps anti-C-peptide sur la proinsuiine intacte et la des-31. 32- 

25 proinsuiine, 

- soit un anticorps anti-proinsuline specifique de la proinsuiine 
intacte et de la des-64,65-proinsuline, reconnaissant un epitope soit adjacent, 
soit chevauchant, a Tepitope de Tanticorps anti-C-peptide genant ainsi la 
fixation de Tanticorps anti-C-peptide sur la proinsuiine intacte et la des-64,65- 

30 proinsuiine, 

- soit un melange dudit anticorps anti-proinsuline specifique de la 
proinsuiine intacte et de la des-31 .32-proinsuline et dudit anticorps anti 
proinsuiine specifique de la proinsuiine intacte et de la des-64,65-proinsuline- 

Selon un mode de realisation particulier de l'invention, un 
echantillon susceptible de contenir le C-peptide est mis en contact : 
• soit avec un anticorps anti-C-peptide et 
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- un anticorps anti-proinsuline specifique de la proinsuline intacte 
et de la des-31,32-proinsuline, reconnaissant un epitope soit adjacent, soit 
chevauchant, a {'epitope de ranticorps anti-C-peptide g§nant ainsi la fixation 
de ranticorps anti-C-peptide sur la proinsuline intacte et la des-31,32- 

5 proinsuline. 

- ou un anticorps anti-proinsuline specifique de la proinsuline 
intacte et de la des-64,65-proinsuline, reconnaissant un epitope soit adjacent, 
soit chevauchant, a I'epitope de ranticorps anti-C-peptide genant ainsi la 
fixation de I'anticorps anti-C-peptide sur la proinsuline intacte et la des-64,65- 

10 proinsuline, 

• soit avec un melange d'un premier anticorps anti-C-peptide, d*un anticorps 
anti-proinsuline specifique de la proinsuline intacte et de la des-31,32- 
proinsuiine, reconnaissant un epitope soit adjacent, soit chevauchant, a 
repitope dudit premier anticorps anti-C-peptide genant ainsi la fixation dudit 
15 premier anticorps anti-C-peptide sur la proinsuline intacte et la des-31,32- 
proinsuline, 

et d'un deuxieme anticorps anti-C-peptide, d'un anticorps anti-proinsuline 
specifique de la proinsuline intacte et de la des-64,65-proinsuline. 
reconnaissant un epitope adjacent, soit chevauchant a I'epitope dudit 

20 deuxieme anticorps anti-C-peptide genant ainsi la fixation dudit deuxieme 
anticorps anti-C-peptide sur la proinsuline intacte et la des-64,65-proinsuline, 

ledit premier et ledit deuxieme anticorps anti-C-peptide etant 
eventuellement identiques. 

Dans le cas ou ledit premier et ledit deuxieme anticorps anti-C- 

25 peptide sont identiques, un echantillon susceptible de contenir le C-peptide 
est done mis en contact avec un anticorps anti-C-peptide, un anticorps anti- 
proinsuline specifique de la proinsuline intacte et de la des-31,32-proinsuline. 
et un anticorps anti-proinsuline specifique de la proinsuline intacte et de la 
des-64,65-proinsul ine. 

30 



Selon un mode prefere de realisation de Tinvention. ledit epitope 
reconnu par ranticorps specifique de la proinsuline intacte et de la des-31,32- 
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proinsuline, est situ' dans la jonction AC de la proinsuline et de la des-31,32- 
proinsuline el inclut la sequence peptidique choisie parmi : 

la sequence LysArg, 
5 de preference la sequence Leu Gin Lys Arg Gly He Val Glu 

et de preference encore la sequence Leu Gin Lys Arg Gly lie Val Glu Gin. 

De maniere preferentielle. ledit anticorps anti-proinsuline selon 
I'invention inhibe d'au moins 50 % la liaison de Tanticorps anti-C-peptide a la 
10 proinsuline lorsqu'il est present ^ la meme concentration que I'anticorps anti-C 
peptide. 

Selon un autre mode prefere de rinvention, ledit epitope reconnu par 
I'anticorps specifique de la proinsuline intacte et la des-64.65-proinsuline, est 
15 situe dans la jonction BC de la proinsuline et la 
des-64,65-proinsuline et inclut la sequence peptidique : 

Arg Arg. 

Les anticorps utilises pour la mise en oeuvre du precede, selon 
20 I'invention, peuvent etre des anticorps monoclonaux ou des anticorps 
polyclonaux. On prefere mettre en oeuvre au moins un anticorps monoclonal. 

Comme anticorps specifiques de la deS"31.32-proinsuline et de la 
proinsuline. on peut utiliser en particulier, des anticorps monoclonaux qui 
25 reconnaissent un epitope soit adjacent, soit chevauchant. a I'epitope de 
ranticorps anti-C-peptide, genant ainsi la fixation de Tanticorps anti-C-peptide 
sur la proinsuline intacte et la des-31,32-proinsuline. ledit epitope etant situe 
dans la jonction AC de la proinsuline et la des-31,32-proinsuline et la 
sequence incluant une sequence peptidique choisie parmi : 
30 Lys Arg, 

preferentiellement la sequence : 

Leu Gin Lys Arg Gly He Val Glu 
et plus specialement la sequence : 

Leu Gin Lys Arg Gly He Val Glu Gin. 
Un tel anticorps peut etr notamment I'anticorps monoclonal AC1D4, 
obtenu a partir tf un hybridome depose aupres de la Collection Nationale de 
Cultures de Microorganismes de I'Institut Pasteur, le 4 juin 1997, sous le 
numero 1-1 873. 
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Pour mettre en oeuvre le precede selon Tinvention on peut utiliser d s 
anticorps specifiques de la des-64.65-proinsuline et de la proinsuline qui 
reconnaissent un epitope soit adjacent, soit chevauchant S Tepitope de 
5 Tanticorps anti-C-peptide. genant ainsi la fixation de Tanticorps anti-C-peptide 
sur la proinsuline intacte et la des-64,65-proinsuline. ledit epitope etant situe 
dans la jonction BC de la proinsuline et la des-64,65-proinsuiine et incluant la 
sequence peptidique choisie parmi : 
la sequence Arg Arg, 
10 la sequence Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu Gin Val. 
la sequence Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu Gin Val. 
et !3 sequence Phs Tyr Thr Ppg Lys Thr Arg Arg Giu Aia Glu Asp Leu. 

On prefere les anticorps specifiques de la des-64,65-proinsuline et de la 
15 proinsuline, qui reconnaissent un epitope correspondent aux sequences : 
Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu Gin Val 

ou 

Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu. 

20 II est evident que lorsqu'on utilise un anticorps specifique de la 

proinsuline intacte et de la des-31,32-proinsuline. il est possible d'eviter les 
interferences dues a la liaison de I'anticorps anti-C-peptide avec la split-32.33- 
proinsuline. De m§me, en utilisant un anticorps specifique de la proinsuline 
intacte et de la des-64,65-proinsuline, il est possible d'eviter les interferences 

25 dues a la liaison de I'anticorps anti-C-peptide avec la split-65,66-proinsuline. 

Le proc§de selon invention est utile pour le dosage du C-peptide dans 
des echantillons biologiques tels que plasma, serum ou urines. 

30 Un proced§ de dosage prefere selon Tinvention est un dosage du type 

« sandwich ». Selon ce type de dosage, un anticorps anti-C-peptide, 
monoclonal ou polyclonal, peut etre fixe sur une phase solide. On prefere que 
cet anticorps anti-C-peptide soit un anticorps monoclonal. Apres la mise en 
contact avec Techantillon biologique a doser, un deuxieme anticorps anti-C- 

35 peptid li ' a un marqueur, par exemple enzymatique, est ajoute. Les anticorps 
qui permettent, selon invention, le dosage, specifique du C-peptide 
(notamm nt I'anticorps specifique de la des-31.32-proinsuline et 
eventuellement Tanticorps specifique de la des-64,65-proinsuline) peuvent 
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§tre mis en oeuvre, soit simultanement avec le deuxi^me anticorps anti-C- 
peptide, soit avant ce dernier. Ce dosage peut etre realise soit en un temps, 
soit en deux temps et revaluation du C-peptide peut etre effectuee en utilisant 
toute methode de detection, telle que la detection enzymatique, ou la detection 
5 utilisant un agent radioactif, fluorescent, chimioluminescent, etc. 

Un autre type de dosage, qui peut etre mis en oeuvre selon le precede 
de invention, est un dosage radioimmunologique de type « competitif ». Selon 
ce type de dosage, on met en contact un anticorps anti-C-peptide, monoclonal 
10 ou polyclonal, qui peut etre fixe sur une phase solide, avec un echantillon 
biologique a doser. Puis, on introduit Tanticorps specifique de la des-31,32- 
prGinsuline, et/uu I'anticorps specifique de ia des-^.65-proinsuiine, ainsi que 
du C-peptide marque par un marqueur detectable tel qu*un agent cite ci- 
dessus. 

15 

Les trousses qui contiennent un anticorps anti-C-peptide et un anticorps 
specifique de la des-31.32-proinsuline et de la proinsuline et/ou un anticorps 
specifique de la des-64,65-proinsuline et de la proinsuline, font egalement 
partie de la presente invention. Ces trousses permettent de mettre en oeuvre 
20 le precede de dosage specifique du C-peptide. Les trousses, selon Tinvention, 
sent utilisees notamment pour la mise en oeuvre d'un dosage, soit de type 
sandwich, soit de type competitif. specifique du C-peptide. 

25 PRODUCTION ET CARACTERISATION DE UANTICQRPS MONOCLONAL 
AC1D4: 

1. Production 

30 L'anticorps monoclonal AC1D4 a ete obtenu par hybridation 

lymphocytaire. 

Des souris Balb/c femelles de 6 semaines ont re?u au total 4 injections 
intraperitoneales de proinsuline humaine. Au jour 1 les souris ont ete 
immunisees avec 50 ng de proinsuline humaine par voie intraperitoneale en 
35 pr'sence d'adjuvant complet de Freund (ACF). Trois semaines plus tard les 
souris ont ete immunisees de nouveau avec 50 ng de proinsuline humaine en 
presence d'adjuvant incomplet de Freund. Une troisieme immunisation a ete 
realisee 3 semaines plus tard. dans les memos conditions que precedemment 
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en utilisant une solution de la proinsuline humaine dans une solution saline de 
tampon phosphate a pH 7.4 (PBS). Des echantillons de sang de souris ont ete 
preleves apres la deuxieme et la troisieme injections. 12 jours apres cheque 
injection. Les semms ont §te testes en ELISA, RIA et en SPOT (Franck R 
5 Tetrahedron, (1992), 48, p 9217-9232) pour la presence tfanticorps anti- 
proinsuline humaine. 

Les souris ayant un fort taux serique d'anticorps anti-proinsuline ont ete 
choisies pour une fusion lymphocytaire. Les souris selectionnees ont regu une 

10 demi^re injection de proinsuline un mois apres la troisieme injection. La dose 
de 20 iig a ete inject6e en deux fois. Trois jours plus tard les souris ont ete 
decapitees et leur rate prelevee. Apres broyage de la rate, les lymphocytes ont 
ete fusionnes avec les cellules myelomateuses de la souris de la lignee P3- 
X63-Ag8.653 en presence de polyethyl6neglycol. La technique d'hybridation 

15 lymphocytaire qui a ete utilisee est celle de ClonaCell™ proposee par StemCell 
technologies Inc (distribue en France par TEBU. Le Perray Yvelines). La 
selection des hybridomes secreteurs d'anticorps a ete assuree par une serie 
tfessais menes en paralldle en ELISA (utilisation de la proinsuline humaine 
immobilisee) et RIA (utilisation de la proinsuline humaine iodee). Les 

20 hybridomes secreteurs ont ete analyses en SPOT pour leur activite anti- 
jonctions AC ou BC. 



Pour la mise en oeuvre de la methode ELISA. des microplaques NUNC 
ont ete revetues avec de la proinsuline humaine. en utilisant une solution de 
proinsuline humaine (C= 0.1 ^g/ml ) dans du PBS. sous un volume de 100 ^iL 
Les plaques ont ete incubees pendant une nuit a +4*^0. Aprds trois lavages 
avec une solution saline de tampon phosphate additionnee de Tween 20 a 
0.1% (PBS-Tween). 200 \i\ de sumageant de culture ou 100 |il d'anticorps 
purifies en concentrations decroissantes ont ete deposes dans les 
microplaques et incubes pendant 3 heures ^ temperature ambiante. Ensuite, 
les microplaques ont 6te lavees trois fois avec du PBS-Tween et additionnees 
d'un deuxieme anticorps. Cet anticorps, dirige centre les IgG de souris 
(specificite gamma), a §te couple a la peroxydase et a ete mis en solution 
dans PBS-Tween (Dilution 1/3000). Les microplaques ont ete incubees 
pendant une heure a 37X. puis lavees trois fois avec du PBS-Tw. La 
revelation de la reaction a ete effectuee en utilisant comma substrat 
rorthophenyldiamine en solution (C = 30 mg/ml) dans une solution de tampon 
citrate pH=5 contenant 0,03% de peroxyde hydrog^ne. Apr^s 20 minutes 
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d'incubation a temperature ambiante et a Tabri de la lumiere. Tabsorbance a 
ete lue a X=450 nm. La reaction enzymatique peut §tre arretee par 50 |il 
d'acide sulfurique 4N. la lecture se fait alors a X=490 nm. 

5 Pour la mise en oeuvre de la methode RIA, 100 ^1 de surnageant de 

culture ou 100 ^1 d'anticorps purifies en concentrations d6croissantes ont ete 
deposes dans les tubes revetus avec des anticorps de mouton anti-IgG de 
souris. Apres 3 heures d'incubation S temperature ambiante, les tubes ont ete 
laves trois fois avec 2 ml de PBS, puis y sent ajoutes 100 |il de proinsuline 
10 iodee a 3000 cpm en solution dans du PBS contenant 1% de BSA. Les tubes 
sont incubes pendant une nuit a temperature ambiante. puis laves trois fois au 
PBS (2 ml/tube) et ensuite sont introduits dans un compteur gamma pour 
lecture. 

15 Un des hybridomes ainsi retenus a ete le AC1D4. Cet hybridome a ete 

clone par dilution limite {Lefkovits I and Waldmann S. 1979, Cambridge 
University Press, Cambridge). Selon cette technique, la suspension cellulaire 
est diluee de 10 en 10 jusqu'a Tobtention d'une solution a 5 cellules/ml. Cette 
solution est repartie dans les microplaques de culture cellulaire a raison de 

20 100 |xl par puits. Ulterieurement, I'examen au microscope inverse permet de 
controler le developpement cellulaire et de retenir les puits presentant un seul 
clone. 



25 2. Caract6risation 

2.1. Specificity antig^nique 

Lanticorps AC1D4 isotype IgGI reconnait : 

- la proinsuline humaine et la des-31.32-proinsuline dans le format ELISA 
30 (proinsuline immobilisee) 

- la proinsuline humaine et la des-31,32-proinsuline dans le format RIA 
(proinsuline iodee en solution). 

Les resultats de ces etudes sont donnes dans les figures 1 et 2. 

35 La figure 1 repr§sente la liaison de Tanticorps AC1D4 a . la proinsuline 

en ELISA. 

La figure 2 represente la liaison de Tanticorps AC1D4 a la proinsuline 
marquee en RIA. 



I 
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2.2. Reactions croistes 

Des essais de competition par I'insuline et le C-peptide humain de la 
5 liaison de Tanticorps AC1D4 ^ la proinsuline humaine iodee ont ete realises 
par RIA. Les conditions experimentales ont ete identiques a celies de la 
methode RIA indiquees precedemment (voir Production) a Texception de 
Tetape d'incubation de la proinsuline. Dans le cas present, apres I'etape de 
rincubation de Tanticorps AC1D4 dans les tubes (qui est suivie de lavages), 
10 rinsuline ou le C-peptide, a 10 ^g/ml. ont 6te incubes en meme temps que la 
proinsuline iod§e. 

Les resultats ont montre que Tinsuline humaine et le C-peptide 
n'inhibent pas la liaison de I'anticorps AC1 D4 a la proinsuline iodee. 

15 

2.3. Determination de la sequence de T^pitope 

La sequence de Tepitope a ete determin§e par la technique SPOT". 
Sur une membrane de nitrocellulose, des peptides constitues de 9 acides 
20 amines, et chevauchants entre eux de 8 acides amines, sont synthetises. Les 
peptides synthetises recouvrent ainsi la totalite de la molecule de la 
proinsuline humaine (soit au total 78 peptides). Cette membrane a servi de 
support antigenique pour analyser la sequence reconnue par Tanticorps 
monoclonal a tester. 

25 

Le protocole utilise, pour la reaction immunologique apres synthese 
peptidique, est le suivant : 

La membrane a ete saturee dans un tampon de saturation contenant 1 0% de 
CRB (Cambridge Research Biochemicals commercialise par GENOSYS ref. : 

30 SU-07-250) 0,5% de Tween et 5% de saccharose dans du TBS (Tris Buffer 
Saline). Apres une nuit. sous agitation et a temperature ambiante, la 
membrane a ete lavee au TBS-Tween et Tanticorps AC1D4 dilue dans le 
tampon de saturation (C=1^g/ml) a ete ajoute. Ensuite, I'ensemble a ete 
incube, sous agitation, pendant une heure et demie a SZ^'C. Apres lavage au 

35 TBS-Tween, I'addition d'un anticorps anti-IgG de souris couple a la 
phosphatase alcaline a permis - apres incubation pendant une heure a 
temperature ambiante et sous agitation - de reveler la presence de I'anticorps 
a etudier. Le complexe forme a ete visualise par ajout du substrat BCIP (sel de 
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5-bromo. 4-chloro, 3-indolyl phosphate toluidinium) contenant du chlorure de 
magnesium et du bleu de Thiazolyle dans une solution saline de tampon 
citrate CBS (citrate buffer saline). 

5 Le peptide reconnu par Tanticorps AC1D4 est le peptide ayant la 

sequence ; 

Leu Gin Lys Arg Gly lie Val Glu Gin 

Cette sequence est situee dans la jonction de la chaine A de Tinsuline et du 
10 C-peptide. 

2.4. Param^tres cinetiques 

Les parametres ont ete determines par le systeme BIAcore^". Ce 
15 systeme mesure en temps reel la liaison d'un anticorps a son antigene. L'unite 
de mesure est le RU. et cette methode pemnet la determination de la constante 
de Vitesse d'association (Kon). de la constante de vitesse de dissociation 
(Koff) et enfin le calcul de la constante (Ka) de la liaison de Tanticorps S la 
proinsuline humaine. Les resultats de cette etude sont donnes dans le 
20 Tableau I. 



TABLEAU I 



Anticorps Monoclonal 


AC1D4 


Signal RU 


1305 


Koff fs-') 


1,65 10-* 


Kon (ivr's^) 


1,16 10** 


Ka(M*') 


7 10^ 



25 



2.5. Liaison d'un anticorps monoclonal antl-C-peptide d la proinsuline 
humaine en presence et en absence de Tanticorps AC1D4. 

Un anticorps monoclonal anti-C-peptide, le PEP001 et I'anticorps 
AC1D4 ont ete testes par le syst'me BIAcore^^ pour leur capacite ^ se fixer 
simultan'ment sur la proinsuline couplee au dextran. L'anticorps monoclonal 
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PEP001 est fourni par la societe DAKO et reconnait un epitope du C-peptide 
correspondant d la sequence suivante : 

Pro Gly Ala Gly Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser 

5 Get epitope est adjacent a Tepitope reconnu par Tanticorps AC1D4 sur 

la proinsuline humaine. 

Pour cet essai. ont ete utilisees des quantites croissantes de Tanticorps 
AC1 D4. Les resultats de cette 6tude sont donnes a la figure 3. 

- La courbe 1 represente la liaison de I'anticorps PEP001 sur la proinsuline en 
1 0 absence de Tant icorps AC 1 D4. 

- La courbe 2 represente la liaison de Tanticorps PEP001 sur la proinsuline en 
presence de i'anticorps AC1D4 a ia meme concentration que ranticorps 
PEP001. Dans ce cas on observe une inhibition de 50% de la liaison de 
I'anticorps PEP001 par ranticorps AC1D4. 

15 - La courbe 3 represente la liaison de I'anticorps PEP001 sur la proinsuline en 
presence de I'anticorps AC1D4 a une concentration 10 fois superieure par 
rapport a la concentration de ranticorps PEP001. Dans ce cas, on observe 
une inhibition de 70% de la liaison ranticorps PEP001 par ranticorps AC1D4. 



20 

Les exemples suivants illustrent invention et sont donnes a titre non 
limitatif. 



25 EXEMPLE 1 : 

Proc6d6 de do sage specifique du C-peptide dans le serum : 
Dosage imm unoenzvmatiaue de tvpe « sandwich »■ Evaluation des 
conditions optimales, 

^0 Pour la realisation de cet essai, on a utilise un appareil automatique de 

type Access^^«. L'essai est realise avec 20 nl de serum. Deux anticorps 
specifiques de la proinsuline ont ete utilises : 

• ranticorps AC1D4 reconnaissant specifiquement la proinsuline et la 
des-31,32-proinsuline et 
35 • ranticorps BC9B6 reconnaissant specifiquement la proinsuline et la 
des-64.65-proinsuline. 
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Ce dernier anticorps reconnait un epitope de la jonction BC 
correspondant a la sequence peptidique : 

Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu Gin Val 

Pour detemniner la concentration des anticorps AC1D4 et BC9B6 
necessaires pour eliminer les interferences dues a la proinsuline intacte, la 
des-31.32-proinsuline et la des-64,65-proinsuline, on a utilise des 
concentrations croissantes de ces anticorps, seuls ou en melange. 

Comme phase solide, on a utilise des billes de latex ferriques (Rhone 
Poulenc ref. MI-070/60) sur lesquelles est fixe par des liaisons covalentes 
ranticorps monoclonal anti-C-peptide, PEP001 . 

Dans le tube de lecture sont introduits dans Tordre : 

1 . 50 ^il de billes revetues d'anticorps monoclonal anti-C-peptide. 

2. 20 \x\ de serum ayant subi un traitement prealable au charbon actif et 
dans lequel on introduit des concentrations croissantes de proinsuline ou 
de 

des-31,32-proinsuline ou de des-64.65-proinsuline. 

3. 80 ^il de tampon pH=8 compose de Tris 0.02 M, NaCI 0,15 et des 
conservateurs. 

et 

4. 50 III de conjugue anticorps polyclonal de chevre anti-C-peptide 
phosphatase alcaline dans un tampon pH=8 (constitue de Tris 0.1 M, de 
MgClj 2mM. de ZnClj 0,1M, de NaCI 0,1 5M et additionne rfune proteine 
et des conservateurs) et contenant ranticorps monoclonal AC1D4 et 
ranticorps monoclonal BC9B6 a differentes concentrations : 0 jig/ml, 1 
^g/ml, 5 |ig/ml, lOjig/ml et 20 \iglm\, 

Apres 30 minutes d'incubation a 37**C, on lave trois fois avec un tampon 
pH=8 (compose de Tris 0,02 M. de NaCI 0,15 et des conservateurs) et on 
ajoute 200^1 de substrat Lumi-Phos™ 530. On incube a nouveau pendant 
5 minutes a 37'*C et on mesure la luminescence generee par la reaction avec 
un luminom§tre. 

Les resultats de cette etude sont donnes dans les tableaux II a IV. Les 
resultats sont exprimes en pourcentage de reaction croisee. 
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TABLEAU II 



AC1D4 


0 ^g/ml 


20 \ig/m\ 


Proinsuline 


92 


8 


Des-31 ,32-proinsuline 


108 


16 


Des-64,65-proinsuline 


94 


85 


TABLEAU III 


BC9B6 


O^g/ml 


20^g/ml 


Proinsuline 


92 


6 


Des-31 ,32-proinsuline 


108 


115 


Des-64,65-proinsuline 


94 


8 



TABLEAU IV 



AC1D4+BC9B6 

Q*AC104 = QbC9B6 


0|ig/nnl 


2\ig/m\ 


10^g/ml 


20^g/ml 


40(ig/nril 


Proinsuline 


92 


23 


4 


2 


18 


Oes-SI ,32-proinsuline 


108 


65 


30 


19 


13 


Des-64,65-proinsuline 


94 


48 


18 


10 


7 



Q*AciD4: Quantite de AC1D4 



Les resultats du Tableau IV demontrent que lorsqu'on ajoute le melange 
des anticorps AC1D4 et BC9B6 d'une concentration chacun de 20fig/ml. it est 
possible tfobtenir une reaction croisee avec la proinsuline inferieure a 5%, 
une reaction croisee avec la des-31, 32-proinsuline inferieure a 15% et une 
15 reaction croisee avec la des-64,65-proinsuline inferieure a 10%. 



20 
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EXEMPLE 2 : 

Proc6d6 de dosage sp6cifiQue du C-peptide dans les urines : 
Dosage immunoenzvmatigue type « sandwich » 

Pour doser le C-peptide dans les urines, il est possible de proceder 
comme indique dans Texemple 1. en diluant prealablement rechantillon de 
Turine au 1/20eme. 

En ajoutant Tanticorps AC1D4 a une concentration de 30 iag/ml. et 
Tanticorps BC9B6 ^ une concentration de 5 iig/ml, il est possible d'obtenir une 
interference due a la proinsuline inferieure a 5%, une interference due a la 
des-31,32-proinsuline inferieure a 10%, et une interference due a la 
des-64,65-proinsuline inferieure ^ 20%. 

EXEMPLE 3 : 

Proc6dd de dosage sp6cifigue du C-peptide dans le s6rum : 
Dosage radioimmunologigue par compfetition. 

Le dosage repose sur la competition entre une quantite fixe de 
tyr-C-peptide marque a riode (1^^^) et le C-peptide contenu dans les solutions 
etalons ou les echantillons a doser, vis a vis d'un nombre limite de sites 
anticorps anti-C-peptide. 

Pour realiser ce dosage, on utilise des tubes polystyrene revetus avec 
un anticorps monoclonal anti-C-peptide PEP001 et on precede comme suit : 

Dans chaque tube on introduit : 

- 100 ^il d'une solution standard, contenant de 0,2 a 30 ng/ml de C-peptide en 

solution dans une solution tampon phosphate pH=6,8 additionne de 
proteines et contenant 0,1 % tfazoture de sodium, ou 100 nl de I'echantillon 
a doser, 

- 50 ^il d'une solution contenant de Tyr-C-peptide monoiode dilue dans un 
tampon phosphate contenant 0,1 % d'azotur de sodium et I'anticorps AC1 D4 
dirige specifiquement centre la jonction AC de la molecule de la proinsuline a 
20 ^g/ml. 
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On recouvre les tubes de Parafilm™. Apres incubation pendant 2 heures 
a temperature ambiante et sous agitation horizontal, on elimine le milieu 
reactionnel par aspiration et on lave avec 2 ml d'une solution tampon pH=7,4 
contenant de imidazole 0,05 M, de Tazide de sodium 0,0025% et de 
conservateurs. On ^limine cette solution par aspiration et on repete deux fois 
encore Toperation du lavage. 

Ensuite, on determine la radioactivite de chaque tube a Taide d'un 
scintillateur gamma regie sur la mesure de 1^^^. Le comptage est effectue 
pendant une minute. 

Uevaluation de la quantite de C-peptide est effectuee par rapport a une 
gamme d'etalonnage. La limite de detection de cette methode est de 0.15 
ng/ml. 

Pour evaluer la specificite de ce dosage, deux serums ont ete 
surcharges avec de la proinsuline, de la des-31,32-projnsuline et de la des- 
64,65-proinsuline a differentes concentrations. 

L'essai a ete effectue en presence et en absence de I'anticorps AC1D4 
(C=20 ^ig/ml). Les resultats de cet essai sont indiques dans les tableaux V a 
VII. 
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TABLEAU V 



Serums surcharges avec de la proinsuune 





Sans anticorps AC1D4 


Avec anticorps AC1 D4 


scrums 


Surcharge 


Valeur 


Augmentation 


Vaieur 


Augmentation 




(pmol / mi) 


trouv^e 


aprds 


trouv^e 


apr6s 






(pmol / ml) 


surcharge (%) 


(pmol / ml) 


surcharge (%) 


E1 


0 


0,628 




0.621 






0,16 


0,721 


15 


0,587 


0 




0,67 


0,980 


56 


0,659 


6 




3,33 


2,437 


288 


0.811 


31 


E2 


0 


2,998 




3.33 






0,16 


3,040 


1 


3.17 


0 




0,67 


3,363 


12 


3.35 


1 




3,33 


4,622 


54 


3.14 


0 



TABLEAU VI 



Serums surcharges avec de la Des-31,32-Proinsuijne 





Sans anticorps AC104 


Avec anticorps AC1 D4 


Scrums 


Surcharge 


Valeur 


Augmentation 


Valeur 


Augmentation 




(pmol / ml) 


trouv^e 


apn^s 


trouvte 


apr&s 






(pmol / ml) 


surcharge (%) 


(pmol / ml) 


surcharge (%) 


El 


0 


0.593 




0.577 






0,16 


0,640 


8 


0.606 


5 




0.67 


0,819 


38 


0,646 


12 




3,33 


1,868 


213 


0.700 


21 


E2 


0 


2.490 




2.41 






0.16 


2.730 


10 


2.35 


0 




0.67 


2,700 


8 


2.52 


5 




3,33 


3,971 


59 


2.56 


6 



wo 98/59246 PCT/FR98/0I253 

-19- 

TABLEAU VII 



Serums surcharges avec de la Des-64,65-Proinsuline 





Sans anticorps AC1D4 


Avec anticorps AC1 D4 


Senims 


Surcharge 


Valeur 


Augmentation 


Valeur 


Augmentation 




(pmol / ml) 


trouv6e 


apr6s 


trouvee 


apris 






(pmol / ml) 


surcharge (%) 


(pmol / ml) 


surcharge (%) 


E1 


0 


0,494 




0.552 






0,16 


0,523 


6 


0.608 


10 




0.67 


0.734 


49 


0.900 


63 




3,33 


1.815 


267 


1,887 


242 


E2 


0 


2,401 




2,25 






0,16 


2.410 


0 


2.24 


0 




0,67 


2,614 


9 


2,66 


18 




3,33 


3,715 


55 


3.80 


69 



Les resultats de cette etude demontrent que la presence d'un anticorps 
monoclonal specifique de la jonction AC de la proinsuline permet I'elimination 
de rinterference due a la proinsuline, et a la des-31,32-proinsuline dans le 
dosage du C-peptide utilisant I'anticorps PEP001 dont Tepitope est proche de 
celui de rAC1D4. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de dosage du C-peptide dans lequei un echantillon 
susceptible de contenir le C-peptide est mis en contact avec un ou plusieurs 
5 anticorps anti-C-peptide et 

- soit un anticorps anti-proinsuline specifique de la proinsuline 
intacte et de la des-31.32-proinsuline. reconnaissant un epitope soit adjacent, 
soit chevauchant a Tepitope de Tanticorps anti-C-peptide genant ainsi la 
fixation de I'anticorps anti-C-peptide sur la proinsuline intacte et la des-31,32- 

10 proinsuline. 

- soit un anticorps anti-proinsuline specifique de la proinsuline 
intacte et de la des-64,65-proinsuline, reconnaissant un epitope soit adjacent, 
soit chevauchant, a {'epitope de Tanticorps anti-C-peptide genant ainsi la 
fixation de Tanticorps anti-C-peptide sur la proinsuline intacte et la des-64,65- 

15 proinsuline, 

- soit un melange dudit anticorps anti-proinsuline specifique de la 
proinsuline intacte et de la des-31 .32-proinsuiine et dudit anticorps anti 
proinsuline specifique de la proinsuline intacte et de la des-64,65-proinsuline. 

20 2. Procede de dosage du C-peptide. selon la revendication 1. 

dans lequei ledit anticorps anti-proinsuline specifique de la proinsuline intacte 
et de la des-31 ,32-proinsuline, reconnait un epitope situe dans la jonction AC 
de la proinsuline et la des-31 ,32-proinsuline, ledit epitope incluant ia sequence 
peptidique : 

25 Lys Arg. 

3. Procede de dosage du C-peptide, selon Tune quelconque des 
revendications precedentes. dans lequei ledit anticorps anti-proinsuline 
specifique de ia proinsuline intacte et de la des-31. 32-proinsuline, reconnait 
30 un epitope situe dans la jonction AC de la proinsuline et la 
des-31 ,32-proinsuline, I dit epitop incluant la sequence peptidique : 

Leu Gin Lys Arg Gly lie Val Glu. 
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4. Procede de dosage du C-peptide, selon Tune des 
revendications pr^cedentes, dans lequel ledit anticorps anti-proinsuline 
specifique de la proinsuline intacte et de la des-31 ,32-proinsuline, reconnait 
un epitope situe dans la jonction AC de la proinsuline et la 
des-31 ,32-proinsuline, ledit epitope incluant la sequence peptidique : 

Leu Gin Lys Arg Gly lie Val Glu Gin. 

5. Procede de dosage du C-peptide. selon I'une des 
revendications precedentes, dans lequel ledit anticorps anti-proinsuline 
specifique de la proinsuline intacte et de la des-64,65-proinsuline, reconnait 
un epitope situe dans la jonction BC de la proinsuline et la 
des-64,65-proinsuline. ledit epitope incluant la sequence peptidique : 

Arg Arg. 

6. Procede de dosage du C-peptide, selon Tune des 
revendications precedentes. dans lequel un echantillon susceptible de 
contenir le C-peptide est mis en contact avec un anticorps anti-C-peptide et un 
anticorps anti-proinsuline specifique de la proinsuline intacte et de la des- 
31, 32-proinsuline reconnaissant un epitope soit adjacent, soit chevauchant, a 
Tepitope de I'anticorps antl-C-peptide genant ainsi la fixation de Tanticorps 
anti-C-peptide sur la proinsuline intacte et la des-31 , 32-proinsuline. 

7. Proc6de de dosage du C-peptide , selon Tune des 
revendications 1 a 5, dans lequel un echantillon susceptible de contenir le C- 
peptide est mis en contact avec un anticorps anti-C-peptide et un anticorps 
anti-proinsuline specifique de la proinsuline intacte et de la des-64,65- 
proinsuline reconnaissant un epitope soit adjacent, soit chevauchant, a 
repitope de Tanticorps anti-C-peptide genant ainsi la fixation de I'anticorps 
anti-C-peptide sur la proinsuline intacte et la des-64,65-proinsuline. 
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8. Precede de dosag du C-peptide, selon Tune quelconque des 
revendications precedentes, dans lequel au moins un desdits anticorps est un 
anticorps monoclonal. 



5 9. Procede de dosage du C-peptide, selon Tune quelconque des 

revendications precedentes. dans lequel Techantillon est obtenu a partir de 
serum, de plasma ou tf urines. 



10. Procede de dosage du C-peptide, selon Tune quelconque 

des revendicatlGns precedentes, de type sandwich y>. 



11. Procede de dosage du C-peptide, selon Tune quelconque 
des revendications 1 a 9, de type dosage radioimmunologique par competition. 

15 12. Anticorps sp^cifique de la des-31,32-proinsuline et de la 

proinsuline qui reconnait la sequence peptidique : 

Leu Gin Lys Arg Gly lie Val Glu Gin. 



13. Hybridome depose aupres de la Collection Nationale de 
20 Cultures de Microorganismes de Tlnstitut Pasteur, le 4 juin 1997, sous le 
numero 1-1 873. 



14. Anticorps monoclonal specif ique de la des-31,32-proinsuline 
et de la proinsuline obtenu a partir de Thybridome selon la revendicatton 13. 

25 

15. Utilisation tfanticorps monoclonaux qui reconnaissent un 
epitope situe dans la jonction AC de la proinsuline et la des-31,32-proinsuline 
incluant la sequence peptidique : 

Lys Arg 

30 pour la mise en oeuvre du procede de dosage selon Tune des revendications 1 
aSeta^H. 
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16. Utilisation selon la revendication 15, d'anticorps 
monoclonaux, qui reconnaissent un epitope incluant la sequence choisie 
parmi: 

la sequence Leu Gin Lys Arg Gly He Val Glu 
5 et la sequence Leu Gin Lys Arg Gly He Val Glu Gin. 



17. Utilisation d'anticorps monoclonaux qui reconnaissent un 
epitope situe dans la jonction BC de la proinsuline et la des-64,65-proinsuline 
incluant la sequence peptidique : 

10 Arg Arg 

pour la mise en oeuvre du procede de dosage selon Tune des revendications 1 
a5et7a11. 

18. Utilisation selon la revendication 17, tfanticorps 
15 monoclonaux, qui reconnaissent un epitope correspondant a une sequence 

peptidique choisie parmi : 

la sequence Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu Gin Val. 
la sequence Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu Gin Val, 
et la sequence Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Leu. 
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19. Trousse contenant un anticorps anti-C-peptide et un 
anticorps specifique de la des-31,32-proinsuline et de la proinsuline et/ou un 
anticorps specifique de la des-64,65-proinsuline et de la proinsuline. 



wo 98/59246 



PCT/FR98/01253 



1/3 




wo 98/59246 



PCT/FR98/01253 




FIG. 2 



wo 98/59246 



PCT/FR98/01253 




INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intern |al Apptteatlon No 

PCT/FR 98/01253 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 G01N33/74 G01N33/68 G01N33/577 C07K16/26 C12N5/18 



According to Intemattonal Patertt Classtflcgtion(IPC) of to both national ctaasiflcation and IPC 



a FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (dassification system foUowed t>y classification symftwts) 

IPC 6 GOIN 



Documentation searched other tttan minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



aectronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terns used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Cateoory ** Citation of document with tncficattoa where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



MADSEN ET AL.: "The production and 

characterization of monoclonal antibodies 

specific for human proinsulin using a 

sensitive microdot assay procedure" 

ENDOCRINOLOGY, 

vol. 113, no. 6, 1983. 

pages 2135-2144, XP002058659 

see abstract 

US 4 722 889 A (LEE JIN P ET AL) 2 

February 1988 

cited in the application 

see column 2, line 55 - line 59 

EP 0 484 951 A (TOSOH CORP) 13 May 1992 
cited in the application 
see abstract 

-/- 



1-5 



1.8-10 



m 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



Patent family members are fisted in annex. 



Special categories of cited documents : 

"A* document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E" earlier document but published on or after the tntenruitional 

filing date 

1" documem which may throw doubts on priority ciaim(s) or 
which is dted to establish the publlcationdate of another 
citation or ottier special reason (as spectfied) 

"O" document referring to an oral disclosure, use. exhtbiUon or 
other mearts 

"P" document pUbBstted prior to the international filing date tKil 
later than the priority date claimed 



T* later docunwnt published after ttie international filing date 
or priority date and not In conflict with the application but 
cited to understarKi the princ^le or ttYoory underlying the 
invention 

"X" docurr»ent of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or carvwt be considered to 
irYvotve an Inventive step when the documem is taken alone 

"Y" document of particular relevar>ce; the claimed invention 

cannot t>e considered to Involve an mventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skHied 
In the art 

■&■ document nriember of the same patent family 



Date of the actual completion of theintematioriat search 



8 September 1998 



Date of mailing of the interrtatlonal search report 



16/09/1998 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 5818 Patenttaan 2 
NL - 2280 HV Riiswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized offk;er 



Ceder, 0 



Font) PCT/1SA/21 0 (second sheet) (Jliy 1 992) 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intern -al Application No 

PCT/FR 98/01253 



CCConttnuatlon) OOCUM0ITS CONSIDERED TO BE REUEVANT 



Catagoiy * Citation of document, with tndicaUon, whore appropnate, of the relevant passages 



Relevant to daim No. 



ANGELO ET AL.: "A highly sensitive 
monoclonal antibody against human 
C-peptide" 

DIABETES RESEARCH AND CLINICAL PRACTICE, 
vol. suppl. 1, 1985, AMSTERDAM, 
pages S18-S19, XP002058660 
cited in the application 
abstract 46. 

REAVEN ET AL.: "Plasma Insulin, 

C-peptide, and proinsulln concentrations 

in obese and nonobese individuals with 

varying degrees of glucose tolerance" 

JOURNAL OF CLINICAL ENDOCRINOLOGY AND 

METABOLISM, 

vol. 76. no. 1. 1993. 

pages 44-48, XP002058661 

cited in the application 

see page 45, left-hand column 



1,8,9,11 



Foim PCr/ISACIO (continuaifon of second sheet) (JUy 1 992) 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

. jnnatlon on patent f amity members 


Intern ;al Application No 

PCT/FR 98/01253 


Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
member(s) 


Pul>Ucation 
date 



us 4722889 A 02-02-1988 US 5026653 A 25-06-1991 



EP 0484961 A 13-05-1992 JP 4177166 A 24-06-1992 

DE 69127255 D 18-09-1997 
OE 69127255 T 04-12-1997 



Fonn PCT/tSACIO (patent fanAy annex) (Ji4y 1 992) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Oemfi 'ntemotlonale No 

PCT/FR 98/01253 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 6 G01N33/74 G01N33/68 G01N33/577 C07K16/26 C12N5/18 



Selon la ctasaiflcation irttemattonale des brevets (GIB) ou A (a fofs salon ta dassificatlon nattomie et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation miremale con3uttde<aystdme de daseirication suivi des symbotes da daasement) 

CIB 6 GOIN 



Documentation consutlde autre que la documentation minimate dans la mesure oO ces documents refevert dea domaines sur lesquels a portd (a recherche 



Base de donndes eledronlque consuttde au cours de la recherche intemationale (nom de la base de dormdes, et si celaest realisable, temnes de recherche 
utiliste) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



MADSEN ET AL.: "The production and 

characterization of monoclonal antibodies 

specific for human proinsulin using a 

sensitive microdot assay procedure" 

ENDOCRINOLOGY. 

vol. 113, no. 6, 1983, 

pages 2135-2144, XP002058659 

voir abrege 

US 4 722 889 A (LEE JIN P ET AL) 2 

fevrier 1988 

cite dans la demande 

voir colonne 2, ligne 55 - ligne 59 

EP 0 484 961 A (TOSOH CORP) 13 mai 1992 
cite dans la demande 
voir abrege 

-/- 



1-5 



1,8-10 



I )( [ Voir la stflte du cadre 0 pour la finde la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont frKfiqutoen annexe 



Catdgohes ep^oales de documents dtte: 

'A' document ddfinlssant g^n^ral da latechntque, non 
constddrd comme particuti6rement pertinent 

"E" document antdrieur, mats public d la date daddpdt interrrational 
ou apr&s cette date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une revendcation de 
prtorttd ou citd pour d^ermirw la date de publication dune 
autre citation ou pour une raison appelate {telle qu'indiqude) 

"O' document se r^fdrant d une divulgation orale. k un usage, k 
une expos^on ou tous autres moyens 

"P" document pubUd avant la date de d^Otlntemattonal. mais 
postdrieurament & la date de priority ravendiqude 



T* documertt ultdriaur pubtid aprds ladate de ddpdt interrtational ou ta 
date de priority etn'appartenenant pas k r^tat de la 
technique pertinent, mais cttdpour comprendre le phncipe 
ou ta thdode oonstituani la base datinvention 

"X" document particuadrement pertir>ent; rinverrtlon revendiqu6e ne peut 
Atre consfddrde comme nouvalle ou comme impliquant une actMtd 
inventive par rapport au document consid^rd isoldment 

•Y" document partlculidrement pertir^ent; rinvention revencfiqute 

r)e peut dtre oonsiddrto comme impliquant uneactivit^ inventive 
lorsque le document estassodd ft un ou plusieurs auties 
documents de mdme nature, cette combtnaison dvidente 
pour urte personne du m^er 

document qui fait paitie de ta mdme famiUede brevets 



Date k laqualle la rectierche intemationale a ^td effective ment achev^ 



8 septembre 1998 



Date dexp^lon du present f^jport de recherche Intemationate 



16/09/1998 



Nom et adresse postale cte fadministrationchargde de la recherche intemationale 
Office Europ^n des Brevets, P.B. 5616 Patentlaan 2 
NL-2280HVRiiawijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (-^31-70) 340-3016 



ForKttonnatre autorisd 



Ceder. 0 



Foimulatro PCT/ISA/21 0 (dauxtdme fetdle) (^Bot 1 996) 



page 1 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dema; ntemattonale No 



PCT/FR 98/01253 



C^suite) DOCUUENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 


Cat6gorie' 


Identtflcatton des documents cit^s, avec,le cas echeant« rifullcattondes passages pertinents 


no. dea rsvendications visdes 


A 


ANbtLO tT AL.: A highly sensitive 
monoclonal antibody against human 
C-peptlde" 

DIABETES RESEARCH AND CLINICAL PRACTICE, 
vol, suppl. 1. 1985, AMSTERDAM, 
pages S18-S19, XP002058660 
cite dans la demande 
* abrege 46. * 


1,8,9,11 


A 


REAVEN ET AL.: "Plasma insulin, 

C-peptide, and proinsulin concentrations 

in obese and nonobese Individuals with 

varying degrees of glucose tolerance" 

JOURNAL OF CLINICAL ENDOCRINOLOGY AND 

METABOLISM. 

vol. 76, no, 1, 1993, 

pages 44-48, XP00205866i 

cite dans la demande 

voir page 45, colonne de gauche 


1 



Fomulaire PCT/ISA/210 {sUtB da la denm^rm toulDe) QuBlot 1992) 



page 2 de 2 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Renseignements retattfs au. ombres do families <te brevets 



Dema ntematlonalo No 

PCT/FR 98/01253 



Document brevet cit^ 
au rapport de rectferctie 



Datade 
pubKcation 



^temt)re(s)dela 
famille de brevet(s) 



Datecte 
publication 



US 4722889 



02-02-1988 



US 



5026653 A 



25-06-1991 



EP 0484961 A 13-05-1992 JP 4177166 A 24-06-1992 

DE 69127255 D 18-09-1997 
DE 69127255 T 04-12-1997 



Foimutairs PCT/ISA^O (anmxe farnSles da biBvsts) (jUUet 1 992) 



